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羟 基 喜 树 碱 （HCPT） 是 一 种 广 谱 的 抗 肿 瘤 药 物， 临 床 上
主要剂型为注射用冻干粉。 聚乳酸 （PLA） 有良好的生物相容
性和生物降解性， 在生物医学领域应用广泛 [1-3]。 为增加靶向
部位血药浓度， 降低给药量， 减小毒副作用， 本课题探索载羟
基喜树碱的聚乳酸微泡的制备及超声辐照下对肝脏肿瘤细胞生





聚 乳 酸 （PLA）， 聚 乙 烯 醇 （PVA）， 二 氯 甲 烷 （CH2Cl2），
司 盘 80 （SPan80）， 化 学 纯 ； 二 甲 基 亚 矾 （DMSO）， 化 学 纯 ；
磷 酸 盐 缓 冲 液 （PBS）； 盐 酸 （HCl）， 乙 腈 （C2H5CN）， 甲 醇
（CH3OH）， 醋 酸 铵 （CH3COONH4）， 氢 氧 化 钠 （NaOH）， 透 析
袋 ； 羟 基 喜 树 碱 ， 纯 度＞99％ ； 羟 基 喜 树 碱 标 准 品 ， 纯 度＞
99．99%。
2 实验方法
2．1 制备 PLA 空白微泡
在预实验的基础上， 以微泡形貌、 粒径为参考指标， 对可
能影响微泡形貌和粒径的各个指标进行单因素考察。
2．1.1 单因素考察 PLA 浓度的影响 初乳超声条件 200 W ～ 80
s， 复乳 2 500 rpm 搅拌 3 h， 1％PVA， 2％Span80， 考察 PLA 浓
度对微泡形貌和粒径的影响。 PLA 分别以下三种浓度： 25 mg ／
mL， 35 mg ／ mL， 50 mg ／ mL。
2．1．2 单 因 素 考 察 PLA 分 子 量 的 影 响 初 乳 超 声 条 件 200 W ～
80 s， 复 乳 2 500 rpm 搅 拌 3 h， 1％PVA， 2％Span80， PLA 浓
度： 25 mg ／ mL， 其 它 条 件 不 变， 考 察 PLA 分 子 量 对 微 泡 形 貌
和粒径的影响。
2．1．3 单 因 素 考 察 初 乳 乳 化 剂 的 影 响 初 乳 超 声 条 件 200 W ～
80 s， 复 乳 2 500 rpm 搅 拌 3 h， 1％PVA， PLA 分 子 量 1 万 ，
PLA 浓 度 25 mg ／ mL， 其 它 条 件 不 变 ， 考 察 初 乳 乳 化 剂 Span80
对微泡形貌和粒径的影响。 Span80 分别为以下 几 种 浓 度： 0％，
0．5％， 1％， 2％。
2．1．4 单因素考察初乳超声功率的影响 复乳 2 500 rpm 搅拌 3
h， PLA 分 子 量 1 万 ， PLA 浓 度 25 mg ／ mL， 2％Span80， 1％
PVA， 其它条件不变， 考察初乳超声条件对微泡形貌和粒径的
影响。 初乳超声条件分别： 200 W， 300 W， 400 W， 超声时间
均为 80 s。
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【摘要】 目的 探索载羟基喜树碱的聚乳酸微泡的制备及超声辐照下对肝脏肿瘤细胞生物效应的影响。 方法 采用 DMSO 溶
解 HCPT， 使 HCPT 大部分以内酯环闭环形式存在， 应用改良的乳化-溶剂挥发法， 制备载羟基喜树碱的聚乳酸微泡。 结果 以
载羟基喜树碱的聚乳酸微泡载药量和包封率分别达到 1．69％和 62．2％； 超声介导下载药微泡 5 d 累积释药量接近 80％。 结论 通过
改变载药方式， 可以制备出抗肝脏肿瘤活性更高的药物制剂。
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[Abstract] Objective To explore hydroxycamptothecin(HCPT) preparation of polylactic acid (PLA) micro-bubbles and ultrasound
irradiation on the biological effects of liver tumor cells. Methods HCPT was dissolved by DMSO, with closed ring form lactone of most
HCPT, and a modified emulsion solvent evaporation method was used to prepare HCPT polylacticacid containing microbubbles. Result The
drug loading content (DLC) and encapsulation efficiency (EE) of hydroxycamptothecin polylactic acid microbubble were 1.69% and 62.2%
respectively; the drug loading microbubble of ultrasound-mediation reached cumulative release of nearly 80% 5 d. Conclusion Changing
the way of drug loading can prepare a higher anti-liver tumor activity of pharmaceutical preparations.
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2．1．5 单因素考察 PVA 浓度的影响 初乳超声条件 200 W ～ 80
s， 复 乳 2 500 rpm 搅 拌 3 h， PLA 分 子 量1 万 ， 浓 度 25 mg ／
mL， 2％Span80， 其 它 条 件 不 变， 考 察 PVA 对 微 泡 形 貌 和 粒 径
的影响。 PVA 分别为以下几种浓度： 0．5％， 1％， 2％。
2．1．6 单因素考察复乳搅拌时间的影响 初乳超声条件 200 W ～
80 s， 复 乳 2 500 rpm 搅 拌 ， PLA 分 子 量 1 万 ， 浓 度 25 mg ／
mL， 1％PVA， 2％Span80， 其它条件不变， 考察复乳搅拌时间对
微泡形貌和粒径的影响。 复乳 搅 拌 速 度 2 500 rpm， 搅 拌 时 间
分别为 1 h， 2 h， 3 h， 5 h。
2．1．7 单因素考察内水相 ／ 油相 ／ 外水相体积比的影响 初乳超声
条件 200W ～ 80 s， 复乳 2 500 rpm 搅拌 3 h， PLA 分子量 1 万，
PLA 浓 度 25 mg ／ mL， 1％PVA， 2％Span80， 其 它 条 件 不 变， 考
察内水相 ／ 油相 ／ 外水相体积比对微泡形貌和粒径的影响。 取内
水相、 油相和外水相体积分别为 1 ∶ 10 ∶ 50； 1 ∶ 10 ∶ 80； 1 ∶ 10
∶ 100。
2．2 制备载羟基喜树碱的聚乳酸微泡
制备方法： DMSO 溶解 HCPT， CH2Cl2 溶解 PLA， 两相混
合作为油相； 双蒸水作为内水相， PVA 溶液作为外水相， 采用
单 因 素 考 察 后 优 化 的 最 佳 方 案 制 备 载 羟 基 喜 树 碱 的 聚 乳 酸 微
泡。
2．3 测定方法的选择
2．3．1 紫外分光光度法 精密称定 8 mg HCPT 标准品， 用 DM-




2．3．2 高效液相色谱分析法 选定色谱条件， 使 HCPT 的两种存
在形式 （开环结构即羧酸盐形式和闭环结构即酯环形式） 能完
全分离测定出。 参考相关文献和预试验 ［4－6］， 取贮存液稀释成
一系列浓度的 HCPT 标准液， 做 HCPT 的含量标准曲线。
2．4 载药微泡的理化性质表征
2．4．1 载药微泡的形貌 扫描电镜 XL－30 表征： 取少 量 冻 干 后
的载药微泡用蒸馏水分散， 超声 10 min， 待微泡分散完全， 滴
加至硅片， 室温下干燥， 喷金 25 s， 电镜下观察微泡形貌。
2．4．2 载药微泡的粒径分布 Zeta 粒径仪观测： 取少量冻干后的
微泡用蒸馏水分散， 超声 10 min， 待微泡分散完全， 滴加至石
英皿， Zeta 粒径仪测定微泡粒径分布。
2．4．3 载药微泡的内部结构 透射电镜 JEM－2100 观测： 取少量
冻干后的微泡用蒸馏水分散， 超声 10 min， 待微泡分散完全，
滴加至硅片， 室温下干燥， 透射电镜下观察微泡内部结构。
2．4．4 载 药 微 泡 中 药 物 的 分 布 激 光 共 聚 焦 荧 光 显 微 镜 观 测 ：
HCPT 具 有 绿 色 荧 光 （Ex＝488 nm， Em ＝ 565 nm）， 取 少 量 冻
干后的微泡用蒸馏水分散， 超声 10 min， 待微泡分散完全， 滴
加至载玻片， 盖玻片封片， 室温下干燥， 并用指甲油将盖玻片
固 定 在 载 玻 片 上， 激 光 共 聚 焦 荧 光 显 微 镜 观 察 药 物 分 布 情 况
（如图 1）。
2．4．5 载药微泡中药物的存在形式 ①X 射线晶体衍射仪观测：
取适量样品， 用红外压片机压片， 再把样品转移到特制的载玻
片上， 进行 X 射线观测。 仪器参数： 扫描范围 2θ ＝ 5° ～ 60°，
扫描速度 4° min－1， 考察样品存在形 式。 ②扫 描 量 热 分 析 仪 观
测： 取少量样品 20 mg， 进行观测。 升温速率 10 °C min－1， 空
气封尾， 测定样品的热性能， 考察样品的存在形式。
2．5 包封率和载药率的测定
精 确 称 取 载 药 微 泡 粉 末 10 mg， 溶 于 1 mL CH2Cl2 中 ，
DMSO 定容至 25 mL 容量瓶中， 紫外可见分光光度计测定吸光
度， 换算成 HCPT 浓度， 并且计算载药微泡的载药量 （DLC％）
和包封率 （EE％）。 载药量和包封率按以下公式计算：
DLC％＝ （weight of the drug in microbubbles ／ weight of the
microbubbles） × 100％
EE％ ＝ （ weight of the drug in microbubbles ／ weight of the
feeding drug） × 100％
2．6 超声介导下载药微泡的体外药物释放
超声介导下载药微泡体外药物释放实验在含 400 毫升 PBS
（pH＝7．4） 的水池中进行， 水池恒温 37 °C， 100 rpm 搅拌。 精
密 称 取 一 定 质 量 的 载 药 微 泡 （相 当 于 800 μg HCPT， HCPT 的
浓 度＜HCPT 的 溶 解 度 3 μg ／ mL）， 30 mL PBS （pH＝7．4） 分 散，
装入已经溶胀的透析袋中 （分 子 量 为 12 000 Da， 透 析 袋 用 之
前先用蒸馏水浸泡一晚）， 再放入含有 400 mL PBS 的水 池 中，
固 定 透 析 袋 位 置。 为 观 测 超 声 条 件 对 载 药 微 泡 释 放 药 物 的 影
响， 分载药微泡超声组和载药微泡非超声组。 超声组采用超声
波细胞粉碎仪的超声探头。 调节探头频率至 80 W， 载药微泡
超声暴露 30 s 后， 隔时同时取 2 份 1 mL 释放介质， 一份加 50
μL 冰醋酸酸化 （释放介质中 HCPT 全部软化成酯环构型， 以此
检测 HCPT 的两种构型 总 量）， 一 分 不 加 冰 醋 酸 酸 化 （释 放 介
质中 HCPT 以原形酯环和羧酸盐两种构型存在， 不发生构型转
换， 以此检测其中的酯环构型含量）， 同时补充 1 mL 空白介质
于水池中。 酸化后的释放介质在 4 °C 冰箱保存， 用 HPLC 法检
测释药量。
3 结果与讨论




泡设计方案： PLA 分子量 1 万， 浓度 25 mg ／ ml， 初乳超声功率
及 时 间 200 W ～ 80 s， 复 乳 搅 拌 3 h， 初 乳 乳 化 剂 Span80 浓 度
2％， PVA 浓 度 1％， 内 水 相 ／ 油 相 ／ 外 水 相 体 积 比 为 1 ∶ 10 ∶
100。 根据空白微泡的最佳优化方案制备 HCPT 的聚乳酸微泡，
制备的具体方法是： 精密测定 0．125 g PLA， 用 5 ml CH2CL2 溶
























图 2 超声介导下 （80 W， 30 s） 载药微泡的体外释药图
能， 而骨折创伤周边的 NPY 同样参 与 其 中 ［12］。 周 秋 丽 等 ［13］
研究表明， 补益肝肾、 强筋健骨的续断、 骨碎补等含有丰富胶
原、 钙盐和微量元素， 参与蛋白合成酶代谢， 促进蛋白质多糖
合成及钙磷的沉积， 以利于骨折愈合， 缩短骨折愈合时间 ［14］。
本实验显示， 大鼠骨折伤后 7 天时， 骨折断端主要为纤维肉芽
组织， 14 天形成纤维性骨痂组织。 治疗后 7 天， 骨折断端主要
由纤维性骨痂形成， 14 天已有软骨性骨痂和骨性骨痂形成。 与
此同时， 大鼠血清 BMP7 和 NPY 水平在骨折术后14 天 均 显 著
高于骨折术后 7 天， 模型组血清 BMP7 和 NPY 水平均显著高于
假手术组， 治疗组血清 BMP7 和 NPY 水平均显著高于模型组。
提示， 壮筋续骨汤可能通过提高 BMP7 和 NPY 含量而发挥促进
骨折愈合的作用。
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解； 另外用 0．5 ml DMSO 配置一定浓度的 HCPT 溶液； 二者混
合作为油相。 声振仪探头至液面下一定位置， 将 0．5 ml 双蒸水
匀速注入含 2％Span80 的油相中， 200 W ～ 80 s 超声功率作用下
形成W＼O 初乳。 匀速将初乳注入 1％PVA 外水相中， 2 500 rpm
搅拌 3 h， 形成 W＼O＼W 复乳。 之后， 100 rpm 低速磁力搅拌过
夜 ， 使CH2Cl2 挥 发 完 全 ， PLA 固 化 成 膜 ， 5 000 rpm 离 心 15
min， 纯净水洗涤 3 次， 冷冻干燥， 得到白色粉末， 置于 4 °C
冰 箱 中 储 存。 以 羧 基 喜 树 碱 为 模 型 药 物 制 备 的 载 药 聚 乳 酸 微
泡， 经过扫描电子显微镜、 透射电子显微镜， X 射线晶体衍射
分析， 差示扫描量热分析和激光共聚焦荧光显微镜等一系列方
法表征。 结果表明， 所得载药微泡呈球形， 形态规则， 表面园
粒光滑， 羧基喜树碱以不定形态分散在微泡的外壳骨架中， 微
泡载药量和包封率分别达到 1．69％和 62．2％。 超声介导下载药
微 泡 的 体 外 药 物 释 放 实 验 中， 探 头 功 率 80 W， 超 声 30 s 后，
载药微泡 5 d 累积释药量接近 80％， 未超声介导下， 载药微泡
11 d 累积释药量接近 80％， 说明这种超声介导有助于增加体外
药物释放 （如图 2）。
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